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In het eerder verschenen verslag 82.39 wordt de basische celitekolom 
beschreven, die gebruikt kan worden om in éên extract diethylstilbe-
strol (DES), hexestrol (HEX) en dienestrol (DE) te scheiden. Met 
behulp van deze kolom zijn inmiddels 50 urinemonsters onderzocht in 
het kader van het EVATH-ringonderzoek van mei 1982. Tijdens dit onder-
zoek bleek echter dat vals negatieve monsters konden optreden. Verder 
onderzoek bracht aan het licht dat een verschuiving van de voor 
DLC-onderzoek uitgevangen fractie uit de celitekolom hiervan de oor-
zaak was . Dit euvel kon niet direkt worden verholpen, doch door reke-
ning te houden met l1et eventueel kunnen verschuiven van de fractie 
zijn tijdens verder onderzoek grotere fracties uitgevangen om er zeker 
van te zijn dat DES uitgevangen wordt. 
Ook zijn urinemonsters, afkomstig van BCO, die met RIA positief zijn 
bevonden op DES, onderzocht op de aanwezigheid van HEX, DES of DE . 
In een later stadium is de oorzaak van het verschuiven van de fractie, 
waarin of HEX of DES of DE aanwezig moet zijn, gevonden. Deze lag aan 
het feit dat de basische celitekolom niet op een te reproduceren 
manier kon ,.,orden gemaakt. Er is daarom met succes gewerkt aan het op 
reproduceerbare wijze vervaardigen van de kolom. Een reproduceerbaar 
bereide basische celite kolom blijkt zeer goed bruikbaar te zijn voor 
de scheiding van HEX, DES en DE. Elke nieuwe batch basische celite 
wordt v66r gebruik gecontroleerd tot gebleken is dat de fracties niet 
verschuiven. 
Runderurines, waaraan DES, HEX en DE op resp . 1, 2 en 4 ppb is toege-
voegd zijn onderzocht . In deze monsters konden bovengenoemde verbin-
dingen worden aangetoond. 
2. Ontwikkeling basische celitekolom 
2 . 1 !l~e.!!!.een 
Tijdens het onderzoek zijn diverse voorzuiveringstechnieken uitge-
probeerd. Eerst is met standaarden nagegaan wat het effect is bij de 
diverse zuiveringsstappen. Pas toen bleek dat de procedure toe te 
passen ,.,as is verder gewerkt met urine, waarbij het resultaat niet in 
alle gevallen gunstig was. In de verslaglegging wordt gesproken over 
"zuiverheid van het extract". 
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Hiermee wordt bedoeld dat enerzijds een hoeveelheid komponenten in het 
extract op de HPTLC- plaat aanwezig is en anderzijds dat in de direkte 
omgeving van DES, HEX of DE komponenten aanwezig zijn die met het aan 
te tonen anabolicum interfereren. 
Tijdens de diverse stadia kon de zuiverheid van het extract \</Orden 
vergroot (dus minder komponenten op de HPTLC-plaat) maar dan bleken er 
nog komponenten in de di rekte omgeving van DES, HEX en DE aamo~ezig te 
zijn. Bij extra voorzuiveringsstappen is de kans aanwezig dat er grotere 
verliezen optreden. Dit effect zal minder desastreuze gevolgen hebben 
wanneer op hoger ppb niveau (b.v . > 10) onderzoek plaatsvindt. Bij dit 
onderzoek is uitgegaan van urine (koe of stier) lolaaraan DES, HEX of DE 
op l-4 ppb niveau is toegevoegd . 
Om het een en ander overzichtelijk weer te geven is gekozen voor 
analyseschema's waarin kort de analysegang wordt weergegeven. Om de 
schema ' s zo kort mogelijk te houden zijn alleen de 'stappen' aangege-
ven en omdat bepaalde 'stappen' van de diverse analyseprocedures vaker 
terugkomen wordt volstaan met het noemen van b.v . enzymatische hydro-
lyse, etherextractie, base stap enz . Hieronder volgt de omschrijving 
van de diverse 'stappen'. 
2.1 . 1 !nz~a.!_iE_che_hydrolys~ 
Hieronder wordt ve rstaan de hydrolyse van de diverse stilbeenderivaat-
glucuroniden en-sulfaten. Meestal wordt uitgegaan van 25 ml (runder) 
urine waaraan 10 ml water wordt toegevoegd. Als enzym lo~ordt 
6-glucuronidase-arylsulfatase gebruikt dat aanwezig is in Helix poma-
tia, waarvan per 25 ml urine 50 ~1 wordt gebruikt. De hydrolyse vindt 
plaat s bij pH 4,5-5,0 en bij 37°C en is in de regel na 4 uur volledig 
verlopen . Langer hydrolyseren is ook mogelijk (± 16 uur) en levert 
geen slechter resultaat op . 
2.1.2 Etherextractie 
Na de enzymatische hydrolyse wordt het \o~aterige mengsel tot ± 4°C 
afgekoeld, waarna de vrije stilheenderivaten met 40 ml ether uit de 




2 . 1. 3 !:!_a.!_r.!_u~carboE_a.!!_t~a_!s.!_nji 
Na de etherextractie wot·dt de waterige fase verwijderd en na extrac-
tie, ,.,ordt de etherlaag gelo7assen met achtereenvolgens 10 ml water, 
2 x 10 ml natriumcarbonaatoplossing (10% in water) en 10 ml water . 
Soms lolOrden andere hoeveelheden \<later of sodaoplossingen gebruikt als 
blijkt dat de urine vrij schoon is (is o . a. ,.,aar te nemen aan de kleur 
van de Na2co3-fase). 
2 . 1. 4 ~a~e_s.!_aE. 
De base stap is een gedeelte van de veel toegepaste zuur-base stap. 
Tijdens de extractie chloroform-loog gaan de stilheenderivaten over in 
de looglaag. Na licht aanzuren van de waterfase (± pH 4 , 8) ,.,ot·den deze 
stilheenderivaten weer uit de waterfase geextraheerd met ether. 
2.1 . 6 ~e.E_p.!!_k_C..!_8_s.!_aE. 
De cartridge Seppak C18 wordt wel gebruikt om een extract te zuiveren . 
Het extract wordt in een acetonitril-waterruengsel (20+80) over de 
Seppak Cl8 gebracht . Na spoelen van de cartridge met acetonitril-water 
(20+80) worden HEX , DES en DE van de kolom gehaald. Uiteraard zijn er 
ook veel andere componenten die met deze stilbenen meekomen . 
2 . 1 . 7 E_unn~l.!!_ali_c.!!_romat~g.E_a!_i~ 
HPTLC (High Performance Thinlayer Chromatography). 
Alle extracten worden tweedimensionaal ontwikkeld op de dunnelaagplaat 
die bestaat uit Kiezelgel 60 . Als loopmiddelen ,.,orden gebruikt : 
I chloroform- ethanol-tolueen (45+2+5) 
II hexaan-diethylether-dichloormethaan (20+15+10) 
III hexaan-dichloormethaan-ethylacetaat (1+2+2) 
IV chloroform (gestabiliseerd met amyleen) . 
De looprichtingen zijn aangegeven me t pijlen: 
1 of~ 
2 . 1. 8 ~p.E_o~i:::_~f_d.!_pre~g!:_n~ 
Het te gebruiken sproei- resp . dipreagens is afhankelijk van het te 
onderzoeken anabolicum . tvord t een agressief zuurmengsel gebruikt (b . v . 
azijnzuuranhydride- zwavelzuur) dan vindt i n de regel besproeiing 
plaats. 
8316 . 3 - 4 -
- 4 -
Bij bijvoorbeeld a lcohol-zwave l zuur wordt de diptechniek toegepast, 
waarbij de plaat ± 30 sec in he t reagens wordt gelegd . Na droogföhnen 
worden de pla ten gedurende 10 min bij 96°C verwarmd. 
Reagens A: azijnzuuranhydride-zwavelzuur (475+25) 
B: alcohol-zwavelzuur (475+25), 
2.2 !e~pre~ing_van_e~n_r~e~s_e~p~r.!_~n.!_en ~i~ È_e~ben_gel~i~ .!_o.!_ de 
~n!W!_kke..!_iE_g_v~n_d~.Q_a~i~c,!}_e_c~l.!_tekolom_(~cÈ_e~a.!_i~cÈ.l 
2 . 2 . 1/2 Bij deze proeven is geen gebruik gemaakt van kolomchromato-
graf.ie. De base-stap, die vaker in combinat.ie met de zuurstap tmrdt 
gebruikt levert voor onderzoek met kalverur.inemonsters goede resulta-
ten op voor DES en HEX; Onderzoek met urines van volwassen dieren 
levert in proef 2 . 2 . 2 hetzelfde resultaat op hoewe l een storende com-
ponent in de direkte omgev.ing van DES en HEX aanwezig is. 
2 . 2.1 schema 2. 2.2 schema 
- kalverurine/+DES, HEX, DE (4 ppb) 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-wassing 
- base stap 
- HPTLC f I ._,. II Spr A 
Resultaat: DES en HEX positief 
DE nega tief 
Storende component ni et aamo1ezig 
- stiereurine/+DES, HEX, DE (4 ppb) 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-wassing 
- base stap 
- IIPTLC 't I -7 II Spr A 
- Resultaat: DES en HEX postlef 
DE negatief 
Storende component aanwezig. 
2 . 2 . 3 De kiezelgelkolom die eerder gebr uikt werd voor het onderzoek in 
kalverurine is hier toegepast voor s tiereurine. Een grotere fractie is 
uitgevangen (± 9 rul i.p.v. 6 ml) toTaardoor meer komponenten aatmezig 
zijn . Chloroform houdt DES, HEX en DE op de kiezelgelkolom. Beoordeling 
van de plaa t wordt extra bemoei lijkt. 
2 . 2 . 3 schema 
- stiereurine/+DES, HEX en DE (4 ppb) 
·- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-wassing 
- kiez elgelkolom - 15 rul chloroform (verwerpen) 
- 7,5 rul e thylacetaat-tolueen (15+85) verwerpen 
- 9 rul ethylacetaat- tolueen (15+85) opvangen 
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- HPTLC 'Î I -7 II, Spr A 
Resultaat: DES, HEX en DE positief 
Het extract is niet erg schoon - Storende component aanwezig . 
2.2.4 De kolomchromatische voorzuivering komt overeen met de methode 
Verbeke . Als kolomvulling is basische celite gebruikt (2 g celite + 
1 , 5 ml KOU 0,3 N). Het urineextract wordt op de kolom gebracht, waarna 
de andregenen worden geelueerd met benzeen- isooctaan (1+1). Vervolgens 
\V"orden de estrogenen (waartoe DES, HEX en DE gerekend \V'orden) 
geelueerd utet IV'atergewassen ethe r. 
De etherextractie-Na2co3-wassing wot.·dt niet toegepast door Verbeke. 
Hoewel ook !tier een storende component aanwezig is, zijn HEX, DES en 
DE teruggevonden op 3 ppb niveau. 
2 . 2.4 schema 
- koeieurine/+DES, HEX en DE (3 ppb) 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-wassing 
- celitekolom 
2 g celite + 1,5 ml KOH 0 , 3 N - kolom voorspoelen met 
- 15 ml w.~., . ether 
- 10 ml benzeen 
- 15 ml benzeen- isooctaan (1+1) 
- extract in 5 ml benzeen-isooctaan 
- naspoelen met 2 x 5 ml 
- kolom wassen met 50 ml benzee n-
isooctaan (1+1) 
- elutie met 50 rul watergewassen ether 
- HPTLC 1' I ---+ II, Spr A 
Resultaat: DES, HEX en DE positief 
Storende component aanwezig 
2 . 2.5 De voorzuivering, die hier wordt toegepast, is zeer uitgebreid . 
Eerst etherextractie-Na2co3-wassing en vervolgens de dichloormethaan-
methanolextractie . De kolomchromatografische procedure komt overeen 
als beschreven i n 2 . 2 . 3 . Het resultaat lijkt slechter, maar omdat voor 
deze proef uitgegaan is van koe ieurine, kan het resultaat niet verge-
l eken worden met 2 . 2 .3 . 
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Voor stiereurine kan het resultaat gunstiger geweest zijn. 
2 . 2.5 schema 
- koeieurine /+ DES, HEX en DE (4 ppb) 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-wassing - ether afdampen - residu 
- dichloormethaan- methanolextractie - dichloormetltaan-methanol afdam-
pen - residu in 2 rol chloroform 
- kiezelgelkolom - extract in chloroform op de kolom 
- naspoelen met 3 x 2 rol chloroform 
- kolom I-lassen met 7,5 ml tolueen-ethylace taat (85+15) 
- elutie met 9 ml tolueen-ethylacetaat (85+15) 
- HPTLC tI ~II Spr A 
Resultaat: zeer veel componenten op de plaat aanwezig. DES, HEX en 
DE niet zichtbaar 
Ook storende component aanwezig. 
2. 2. 6 Deze proef is een herhaling van 2. 2. 5 \'laarbij tijdens de dunne-
laagchromatografie in de 1e looprichting extra ontwikkeld is met chloro-
form. Hierdoor is ltet mogelijk de storende component van DES, HEX en 
DE te scheiden . Bij deze proef heeft extra chloroform bij de DLC geen 
positieve invloed . 
2.2.6 schema 
- HPTLC ti _..,. II trr+ Spr A 
Resultaat: nog zeer veel componenten op de plaat aanwezig. DES, HEX 
en DE niet zichtbaar door storende componenten. 
2 . 2.7 Na de kiezelgelkolom (zie ook 2.2.3) wordt de Seppak C18 stap 
toegepast. Seppak C18 heeft soms een gunstig effect op de zuivering 
van het extract. Het aantal componenten is I-lel verminderd, doch er 
zijn nog veel storende componenten aanwezig. 
2.2.7 schema 
- Koeieurine[t DES, HEX en DE (4 ppb) Monster A en B 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3- wassing - residu in 1 ml tolueen-ethylacetaat 
(85+15) 
- kiezelgelkolom - extract in toluee n-ethylacetaa t over de kolom 
- kolom wassen met 6 , 5 ml tolueen-e thylace taat 




- Hanster A - HPTLC tI -7 Il f n+ Spr A 
- Monster B - na kiezelgelkolom , Seppak C18 stap 
- HPTLC Î I ~ II t n+ Spr A 
resultaat monster B: DES en HEX positief, DE negatief 
(wordt overlapt door stoorcomponent) 
storende componenten aanwezig (door Seppak C18 echter 
wel verminderd) . 
2.2 . 8 De basische celitekolom wordt hier gebruikt voor de standaarden 
DES, HEX en DE. Het eluens tolueen-ethylacetaat (85+15) is niet in 
staat DES, HEX en DE te scheiden . Celite , zonder toevoeging van KOH, 
geeft ogenschijnlijk hetzelfde effect als celite met KOH. 
2 . 2 . 8 schema 
- standaarden DES, HEX en DE 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml 0 , 3 





























2.2.9 Proef 2 . 2.8 herhaald, waarbij kleinere fracties zijn uitgevan-
gen. Hieruit blijkt duidelijk dat scheiding tussen de anabolica op 
deze wijze niet mogelijk is. 
2.2.9 schema 
- standaarden DES, HEX en DE 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml 0,3 N KOH) (Kolomhoogte 7 cm, d 0,9 cm) 
- eluens tolueen-ethylacetaat (85+15) 
fractie t-DES DE HEX c-DES 
3-4 + + + 
4-5 ++ ++ ++ + 
5-6 ++ -1+ +I- + 
6-7 
8316 .7 - 8 -
- 8 -
2.2 . 10 De basische celitekolom, eerder toegepast voor proef 2 . 2 . 9 is 
l1ier gebruikt voor extract van koeieurine, waarbij de kleine 
beginfractie is uitgevangen . Het resultaat is ongunstig vanwege het 
grote aantal componenten op de dunnelaagplaat. 
2.2.10 schema 
- Koeieurine/+ DES, HEX en DE (4 ppb) 
- etherextractie-Na2co3-wassing - residu in 1 ml tolueen-ethylacetaat 
( 85+15) 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
- urineextract op de kolom, kolf naspoelen met 0,5 ml TE 
- elutie met tolueen-ethylacetaat 
- fractie 3,5 t/m 6 ml uitvangen 
- HPTLC t I ~ II Spr A 
Resultaat: zeer vuil HPTLC-plaatje. 
2.2 . 11 De basische celitekolom ~wrdt hier gebruikt in combinatte met 
benzeen-isooctaan (1+1) en watergewassen ether . (Komt overeen met 
kolomchromatografie van Verbeke . ) 
De standaarden DES, HEX en DE zijn op de kolom gebracht met benzeen-
isooctaan. Nadat de kolom gespoeld is met 50 ml benzeen-isooctaan wor-
den de anabolica van de kolom gehaald met ~o1atergewassen ether ~o1aarbij 
fracties zijn uitgevangen. Hierbij is te zien dat HEX eerder van de 
kolom komt dan DES. DE lolas niet waar te nemen omdat een storende com-
ponent de beoordeling bemoeilijkte . 
Hierbij wordt opgemerkt dat in de tijd dat deze proef i.s uitgevoerd 
niet het optimale s proeireagens voor dienestrol (DE) werd gebruikt . 
Dit blijkt reagens B te zijn (alcohol-zwavelzuur). 
2.2 . 11 schema 
- Standaarden DES, HEX en DE in 5 ml benzee n-isooctaan (1+1) 
- celitekolom (2 g + 1, 5 ml 0,3 N KOH) 
- standaarden in benzeen-isooctaan (1+1) op de kolom 
- buisje naspoelen met 50 ml benzeen-isooctaan 
- elueren met 50 ml wat e r gewassen ether . Fracties uitvangen van elk 
10 mlo 
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fractie HEX t-DES c-D ES DE 
0-10 ++ 




- HPTLC t r Spr A 
DE was niet goed zichtbaar vanwege stoorcomponent . 
2 .2.12 Met het resultaat van 2 .2.11 is verder gewerkt. Nu is de kolom 
niet vooraf gespoeld met benzeen-isooctaan. Het het eluens waterge-
wassen ether zijn de componenten HEX, DES en DE van de kolom gehaald, 
waarbij fracties zijn uitgevangen . Het resultaat wijkt niet veel af 
van dat van proef 2.2 . 11 waarbij toen nog eens extra benzeen- isooctaan 
is gebruikt. 
2 . 2 . 12 schema 
- Standaarden DES, HEX en DE in 1 ml w.w. ether 
- celitekolom (2 g + 1, 5 ml 0 , 3 N KOH) 
- standaarden in w.w . ether op de kolom brengen. Fractiesopvangen 
















DE was niet goed zichtbaar vanwege stoorcomponent . 
2 .2.13 Hier is nagegaan of er een verschil in resultaat te constateren 
is tussen proef 2 . 2 . 11 (de basische celitekolom in combinatie met 
benzeen-isooctaan en w.w. ether) en proef 2 . 2 .1 2 (basische celitekolom 
in combinatie met watergewassen ether) . Hierbij is koeleurine gebruikt 
met de standaarden HEX, DES en DE. 
Uit deze proef blijkt dat de basische celitekolom in combinatie met 
benzeen-isooctaan en watergewassen (w.w.)ether (waarbij fracties ~wr­
den uitgevangen) schonere extracten oplevert dan wannee r de benzeen-




De meeste stoorcomponenten blijken aanwezig in de 1e fractie van 10 
ml. Het r esultaat is zeer gunstig voor HEX, DES en DE. 
2 . 2 .13 schema 
- Koeieurine + HEX, DES en DE (2 monsters) 
- enzymatische hydrolyse 
- ethe rextractie- Na2co3- wassing - ether afdampen 
r esidu extract l e mons ter: opnemen in 5 ml benzeen- isooctaan (1+1) 
residu extract 2e monster: opnemen in 1 ml w.w. ether 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml 0,3 N KOH) 
- voor monster A: extract in benzeen- isooctaan (1+1) op de kolom 
- buisje naspoe len met 2 x 5 ml benzeen-isooctaan (1+1) 
- kolom naspoelen met 50 ml benz een-isooctaan (1+1) 
- elutie met 50 ml waterget-1assen ether . Fracties opvangen van elk 
10 ml 
- Voor monster B: extract in w.w. ether op de kolom brengen 
- fractie van elk 10 ml opvangen. 
1e monster(A) 
fractie HEX 












- HPTLC t I _. II Spr A 
Res ultaat: 1e mons ter 


















- op de HPTLC-plaatjes voor DES en DE geen di rekt e stoorcompone nte n. 
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Resultaat: 2e monster 
HEX en DES positief (DE niet aanwezig in de eerste 50 ml). 
2.2.14 Een gedeelte van proef 2 . 2.13 is herhaald. Er is uitgegaan van 
25 ml koeieurine waaraan op 4 ppb niveau DES , HEX en DE zijn 
toegevoegd. De basische celitekolom in combinatie met waterge~o1assen 
ether als eluens blijkt fraaie resultate n te geven voor de scheiding 
van HEX, DES en DE. 
2 . 2 . 14 schema 
- Koeieurine 25 ml/ + HEX, DES en DE (4 ppb) 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3-l.,assing - ether afdampen - r esidu in 1 ml 
~.,.w. ether 
- celitekolom (2 g + 1, 5 ml 0,3 N KOH) 
- eluens w.w. ether 
- fracties uitvangen van elk 10 rol 














Res ultaat: HEX , DES en DE positief . Het lijkt mogelijk met de 
basische celitekolom HEX, DES en DE te scheiden . 
2 . 2 . 15 Dit is vt"ijwel een herhaling van proef 2 . 2 . 14. Ditmaal werd 
dienestt"ol e chter niet waargenomen . Vermoedelijk is dit veroorzaakt 
doordat de dunnelaagplaat is behandeld met zwavelzuur-azijnzuur-
anhydride in plaats van met alcohol- zwavelzuur . 
2 . 2. 15 s chema 
Herhaling proef 2.2.14 
- Koeieurine 25 ml + HEX, DES en DE 
- enzymatische hydrolyse 
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- etherextractie-Na2co3-,~assing - ether afdampen - r esidu in 1 ml 
e ther 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml 0,3 N KOH) 
- eluens w.w. ether 










2.2 . 16 De methode, beschreven onder 2 . 2.14 t/m 2.2 . 16 is toegepast 
voor stiereurine '~aaraan DES, HEX e n DE op 4 ppb is toegevoegd. Ook 
hier scheiding van HEX, DES en DE. Op de dunnelaagp l a t en zi jn HEX, DES 
en DE waargenomen. In een blanko stiereurine zijn geen componenten met 
deze Rf en kleur op de HPTLC-plaa t waargenomen. 
2.2.17 Ook voor kalverurinemonsters waaraan HEX, DES en DE op resp. 1, 
2 en 4 ppb niveau is toegevoegd zi jn goede resultaten verkregen. Ook 
hier scheiding van HEX , DES en DE. HEX, DES en DE zijn op alle niveaus 
teruggevonden. 
3. Onderzoek van enkele monsters runderurine, afkomstig van de AID 
Voor de AID zijn 7 monsters runderurine op aanwezigheid van HEX, DES 
en DE onderzocht. 
RIKILT- nrs . van deze monsters zijn 1981 31269 t/m 31276 . Deze monsters 
zijn op onders taande wijze onderzocht. Tevens is standaardadditie toe-
gepast voor HEX, DES en DE (op 4 ppb niveau). 
- 25 ml urine 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie-Na2co3- wassing - ether afdampen - r es idu in 1 ml 
,~.w . e ther 
- celitekolom (2 g + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
- eluens w.w. ether 
- fracties 10-20 HEX 
20-40 DES 
40-80 DE 




Resultaat voor DES, HEX en DE 
Honsternr. HEX, DES, DE monsters + st . additie (4 
HEX DES DE 
31269 + + + 
31270 + + + 
31271 + + + 
31272 + + + 
31273 + + + 
31274 + + + 
31275 
* + + + 
31276 ** 
- *** 
* aanwezigheid van HEX moeilijk te beoordelen 
~(* aa n-v1e:dgheid van HEX, DES en DE moeilijk te beoordelen 
*** geen standaarden teruggevonden+ 
ppb) 
N.B. De problemen bij de monsters 31275 en 31276 zijn te wijten aan 
een uitgewaaierde groene vlek op de HPTLC-plaat. 
4. Controle van de basische celitekolom met behulp van 3u gelabeled DES 
Tijdens het DES-ringonderzoek, waarbij de basische celitekolom is 
gebruikt als kolomvoorzuivering bleek soms dat bij de duplo bepaling 
een a nder resultaat werd verkregen dan na de eerste analyse was 
bereikt. De oorzaak ligt mogelijk blj de basische celitekolom, waarbij 
verschuiving van de fracties mogelijk bleek. 
Met 3u gelabeled DES is het elutiepatroon voor DES van de basische 
celitekolom nagegaan. 
Resultaat 
Kolom I Kolom II 
fractie % DES fractie % DES 
12,5-17,5 0,7 10-15 1,4 
17,5-22,5 0,8 15-20 1,5 
22,5-27,5 29,8 20-25 1,4 
27,5-32,5 36,0 25-30 26 ,7 
32,5- 37,5 ~~, 8 30-35 36,0 
37,5-42,5 1,5 35-40 6,3 
42,5-47,5 0,4 40- 45 1,8 
47,5- 52,5 0,4 45- 50 1,0 
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Conclusie: 
5 Uit dit resultaat blijkt dat DES in de fractie 22 -35 ml aanwezig is . 
Voor het monsteronderzoek is de fractie 20-40 ml uitgevangen, zodat 
aangenomen mag worden dat er geen grove fouten zijn gemaakt. 
5. Onderzoek naar de oorzaak van het verschuiven van de fracties 1-IEX, 
DES en DE bij de basische celitekolom 
Er zijn diverse experimenten gedaan om de oorzaak te vinden. De 
volgende mogelijkheden zijn onderzocht: 
5.1 Aan- of afwezigheid van ethet·bellen in de kolom. 
5.2 Overlading van de kolom. 
5 .3 Wisselende kolomhoogten bij dezelfde hoeveelheid celite . 
5.4 Normaliteit KOH. 
5.5 Celite (Johns Manville 545 en Serva 545) . 
5.6 Reproduceerbaarbeid van de bereiding van de celite(kolom) . 
Resultaat 
5.1 Aa~--o!_ ~f~e~i~h!!_i.Q. ~a~ !!_t~erbel..!_en .!_n_ d!!_ ~o..!_o~. 
Drie kolommen (A, B en C) naast elkaar (hoogte 7 cm d 0,9 cm). 
I 2 g celite (Serva) + 1,5 ml KOH 0,3 N; kolom gekoeld met ijsblok-
je om etherbellen te verwijderen. 
II 2 g celite (Serva) + 1,5 ml KOH 0,3 N. 
III 2 g celite (John's Hanville) + 1, 5 rul KOII 0,3 N. 
fracties I II III 
2-10 HEX HEX 
10- 19 HEX t+c-DES t+c-DES 
19-40 c+t-DES 
40-50 
Bij kolom I is het 'normale' elutiepatroon te zien, bij II en III 
heeft een verschuiving plaatsgevonden. Etherbellen lijken invloed te 
hebben op de verschuiving. Tot nu toe was steeds celite van Johns-
Hanville gebruikt. 
5. 2 Qv!!_r..!_adi~g-van_d!!_ ~olo!!!_• 
Om na te gaan of een grote hoeveelheid extract , in een keer op de 
kolom gebracht, de oorzaak is van het verschuiven van het elutiepa-
troon, zijn koeieurine extracten over de kolom gebracht (in duplo). 
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Aan het extract is DES en HEX toegevoegd . 
Resultaat 
fractie Kolom A B 








Het is niet duidelijk of de verschuiving veroorzaakt wordt door het 
koeieurine-extract. Bij proef 5.1 was geen extract aam1ezig, doch ook 
daar de verschuiving. 
5.3 !_o..!_o~h~o~ten. 
Tijdens het testen van de kolom zijn enkele keren de kolomhoogten 
opgemeten. Het blijkt in de praktijk niet herhaalbaar om precies een 
kolomhoogte van 7 cm te maken. Bij een expertment werden onderstaande 
resultaten verkregen: 
fractie Kolom A B c 
kolomhoogte 7,0 cm 7,5 cm 7,8 cm 
10-19 HEX+DES HEX+DES HEX+DES 
19-40 DES DE DES 
40-80 DE DE DE 
Uit dit proefje kan niet de conclusie getrokken worden dat het elutie-
patroon verschuift door een andere kolomhoogte van de celite. 
5 . 4 Invloed van de normaliteit van de KOH-oplossing, die wordt 
gebruikt bij het maken van de celite 
Steeds is uitgegaan van 2 gram celite en 1,5 ml KOH. De normaliteit 
van de KOH oplossingen zijn 0 , 27 - 0,30 - 0,40 en 0,50. Er is een 



























Conclusie: Uit deze proef blijkt dat DES later van de kolom komt naar-
mate de normaliteit van de gebruikte KOH-oplossing hoger is. 
5.5 Johns Manville celite en Serva celite 
Toen de John~Manville celite opraakte is de nieuwe cellte van Serva 
gecontroleerd voor wat bet reft het elutiepatroon voor DES. Deze 























Hier zijn fracties van elk 5 ml 
opgevangen, beginnende bij 22,5 ml. 
Hier zijn fracties van elk 5 ml 
opgevangen, beginnende bij 25 ml. 
Conclusie : Ook uit dit onderzoek blijkt dat DES aanwezig is in de 
fractie 22,5-40 ml. 
5 . 6 Het bereiden van de celitekolom 
Voor dit onderzoek hebben drie analisten celitekolommen gemaakt (2 
gram celite + 1,5 ml KOH 0,3 N). De opbt·engstbepaling is gedaan met 













100 (in duplo) 
70 
78 (in duplo) 
93 
57 (in duplo) 
Conclusie: Uit dit onderzoek blijkt dat het e lutiepatroon van de 
basische celitekolom sterk van de persoon afhankelijk is. 
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6 . Extralut 
Verbeke (Gent) gebruikt niet meer de basische celite voor het anabo-
licadonderzoek. Door problemen bij het pakken van de celitekolom is 
hij overgegaan op extralut, een op celite gelijkend produkt. 
Met extralut is op ons lab een crienterende proef gedaan. Hiervoor 
zijn twee kolommen gemaakt van elk 1,5 g extralut, gemengd met 0,75 ml 
KOH 0,25 N (kolom A en B) . 
Eluens: waterge\>'assen diethy.lether. 
Resultaat: 






30-35 < 1 







Conclusie: Gezien de resultaten, verkregen onder 5 . 4 (invloed nor-
maliteit KOH) is de verschuiving van de DES- fractie, naar voren, niet 
zo verwonderlijk omdat hier naar verhouding minder KOH voor de 
bereiding van de basische extralut is gebruikt . De aanwezigheid van 
het DES in zoveel fracties is echter een reden geweest om dit onder-
zoek niet voort te zetten. 
7 . Onderzoek naar andere loopsystemen om DES en een stoorcomponent 
beter van elkaar te scheiden op de HPTLC-plaat 
Op de kiezelgel- 60 dunnelaagplaat bevindt zich, zeer dicht bij de 
trans- DES vlek een component die geel tot Z\>'art gekleurd is, afhanke-
lijk van het gebruikte sproei- c . q. dipreagens. Deze component komt 
vooral voor in urine van volwassen dieren. Door de diverse voorzui-
veringen lukt het niet deze component geheel uit het urineextract te 
verwijderen . Om er zeker van te zijn dat DES niet op de dunnelaagplaat 
wordt gestoord is een ander loopsysteem ontwikkeld. Met behulp van de 
vario-kammer (Camag) zijn een 35-tal loopsystemen uitgeprobeerd op 
Kiezelgel-60 dunnelaagplaten. 
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Loopsysteem Rf Rf stoor- Loopafstand (cm) 
t-DES component front 
Tolueen-ethylacetaat 
50 0 0,02 O,Ol1 12, 7 
49 1 0,05 0,06 12,7 
45 5 0,16 0,13 12,7 
37,5 12,5 0,37 0,32 12,7 
20 30 0,58 0,53 12,7 
Chloroform- hexaan- ethanol 
8 2 2,5 0,43 0,40 13 
8 Ll 2,5 0,36 0,36 13' 5 
8 6 2,5 0,26 0,26 13,5 
8 8 2,5 0,19 0,20 14 
8 10 2,5 0,14 0,16 14 
8 2 0 ,1 0 0 14 
8 4 0,1 0 0 14 
8 6 0,1 0 0 14 
8 8 0,1 0 0 14 
8 10 0,1 0 0 14 
8 10 0 0 0,01 12,7 
8 10 0,5 0,05 0,06 13 
8 10 1' 0 0,14 0,16 12,7 
8 10 1,5 0,28 0,26 12,5 
8 10 2,0 0,37 0,34 12,0 
Ethylacetaat-chloroform-hexaan-ethanol 
0 8 10 0,5 0,02 0,04 11' 1 
0,5 8 10 0,5 0,06 0,07 10,7 
1, 0 8 10 0,5 0,06 0,06 10,8 
1,5 8 10 0,5 0,14 0,14 10,5 
2,0 8 10 0,5 0,19 0,17 10,5 









45 2 5 0,24 0,22 
hexaan- diethylether-dichloormethaan 
20 15 10 0,17 0,16 
chloroform-ethanol-hexaan 
45 2 5 0,07 0,10 
tolueen-pet.aether-methanol- water 
10 20 2,5 6 0 0,02 
tolueen-hexaan-methanol-water 
10 20 25 6 0 0,02 
c hloroform(waterverz.)-ethanol-hexaan (niet verzadigde kamer) 
45 1 5 0,13 0,21 
chloroform(waterverz.)-ethanol-hexaan (verzadigde kamer) 
45 1 5 0,06 0,09 
Van al de loopsystemen blijkt chloroform(waterverz.)-ethanol- hexaan 
(in niet verzadigde kamer) een goede scheiding te geven van t - DES met 
de stoorcomponent. Er zijn nog te weinig monsters onderzocht om te 
kunnen zeggen of dit loopsysteem altijd gebruikt kan worden. 
7.1 ~olgorde_van_het_ont~i~k~l~n_van_d~ _!!P.!_L~"-E.laa~ 
In de regel wordt als 1e looprichting genomen die richting waarbij de 
plaat met het extract linksonder op de plaat in de tank gezet wordt. 
De 2e looprichting zou dan ook van links naar rechts zijn. Door expe-
rimenteren is gebleken dat de scheiding tussen DES, HEX en DE enerzijds 
en de storende component anderzijds beter is ,.,anneer de HPTLC-plaat in 
een andere volgorde wordt ontwikkeld met voor die richtingen dezelfde 
loopvloeistoffen. DES en HEX komen dan veel beter vrij te liggen van 
de storende component, die dan als een soort 'interne standaard' 











Zag het beeld van de stoorcomponent en DES, HEX en DE er ongeveer uit 
als bij figuur I, nu is dat veel gunstiger (zie figuur II). Bij het 
monsteronderzoek is het dus wel belangrijk dat volgens figuur II wordt 




Figuur I Figuur II 
8. Vergelijkend onderzoek kiezelgelkolom en basische celitekolom 
Hoewel het mogelijk is met behulp van de basische celitekolom HEX, DES 
e n DE afzonderlijk op te vangen is ook de totale fractie voor HEX, DES 
en DE eens vergeleken met een totale fractie HEX, DES en DE verkregen 
met de kiezelgelkolom. 
Proefopzet (schematisch) 
- 25 ml urine+ azijnzuur - pil 4,7 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie - Na 2co3- wassing 
Óf-kiezelgelkolom 
fractie 7- 17 ml (eluens tolueen-e thylacetaat 85+15) 
6f - basische celitekolom (fractie 8- 88 ml ) 
- Seppak C18 
- HPTLC f I -+ II Spr A 
Resultaat 
N.B. 
De Seppak C18 stap moest extra loforden toegepast omdat de residuen die 
verkregen werden met de kiezelgel- en ce litekolom t e volumine us ,.,aren, 
waardoor slechts zeer weinig van het extract op de HPTLC-plaa t zou 
kunnen worden gebracht. 
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Deze procedure blijkt niet goed bruikbaar voor DES, HEX en DE, omdat 
er, zoals verwacht, teveel (storende) componenten op de HPTLC-plaat 
aam-Tezig zijn. HEX en DES ,.,aren op de HPTLC-plaatjes, zowel me t celite 
als met kiezelvoorzuivering te herkennen. DE alleen met celitevoor-
zuivering. 
9. Zuivering van de urine voordat de hydrolyse plaatsvindt 
9 • 1 Al,!ie~e~ 
Het is soms gebruikelijk het urinemonster te zuiveren met bijvoorbeeld 
diethylether, voordat de hydrolyse plaatsvindt. De enzymatische hydro-
lyse zou erdoor bevoordeeld worden. Volgens gegevens uit de literatuur 
(Verbeke, Oehrle, Vogt) moet de udne, voordat deze wordt gehydroly-
seerd, gezuiverd worden omdat anders het enzym vergiftigd lwrd t. 
Verbeke gebruikt om deze reden de XAD-2 kolom . Dit hebben wij 
nagewerkt maar bij ons bleek er nauwelijks of geen positieve invloed 
van uit te gaan. Vogt en Oehrle extraheren de urine vooraf met een 
organisch oplosmiddel nadat met fosforzuur de urine op pH 1,0 is 
gebracht, de glucuroniden gaan hierbij over in de organische fase. 
Ether, chloroform of een mengsel van ether/chloroform komen hiervoor 
niet in aanmerking vam.,ege het geringe extractieeffect. Een mengsel 
van ethylacetaat/ether (1:1) verdient hierbij de voorkeur vanwege het 
gunstige effect op het voorkomen van emulsievorming en vanwege de 
extraheerbaarbeid van kleurstoffen. Vogt en Oehrle hebben een reeks 
organische mengsels uitgeprobeerd als extractiemiddel voor glucuroni-
den in urine bij de diverse pH waarden. Als glucuronide is estronglu-
curonide gebruikt, terwijl het glucuronide van diethylstilbestrol zich 
net eender gedraagt . 
In onderstaande tabel is '"eergegeven de percentages van het toege-
voegde estronglucuronide, dat bij de diverse pH waarden uit de urine 
wordt geextraheerd. (Archiv fUr Lebensmittelhygiene 28 (1977) 45). 
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1,0 2,5 3,5 4,5 
58 49 36 3 
59 54 42 4 
94 89 82 33 
100 99 103 99 
79 78 9 
101 86 83 
94 65 54 15 
95 95 75 9 
5,5 6,5 7,5 
3 2 2 
5 4 3 
37 5 5 
71 39 42 
5 5 6 
79 68 44 
v~ 9 3 










Uit de tabel blijkt dat de glucuronide slechts voor 3% uit de urine 
wordt geextraheerd wanneer ether als extractiemiddel bij pH 4,5 (in 
acetaatbuffer) lwrdt gebruikt. (De glucuroniden blijven hierbij dus in 
de waterfase). Deze procedure wordt ook wel gebruikt in combinatie 
met de extractiestap bij pH 1 (waarbij de glucuroniden wel in de orga-
nische fase overgaan) . Het lolassen van de urine bij pH 4, 5 heeft echter 
ook een groot negatief effect; immers de vt·ije estrogenen lolOrden juist 
bij deze pH uit de waterige oplossing geextraheerd . Behr (1973) heeft 
na onderzoek van 43 monsters kalverurine, geanalyseerd met behulp van 
RIA, geconstateerd dat 80,4 ± 10,3% van het estrogeen als glucuronide 
aanwezig is . Bij hetzelfde onderzoek met een door Vogt zelfgemaakte 
batch diethylstilbestrolglucuronide bleek dat de wassing bij pH 4,8 
een verlies te zien gaf van ± 40%. Deze DES-glucuronide bleek meer pH 
afhankelijk en het verlies verminderde bij gebruik van een fosfaat-
buffer (pH 7,0) tot ± 7%. Er moet dan worden geconcludeerd dat de 
zelfgemaakte batch een andere DES- glucuronide is geweest dan die in de 
urine is (wordt) gevonden. 
9 . 2 .!_n~loeÈ_ ~a~s..!:_n_van_ d~ ~r.!_fl!. ~eJ:_ .~.r~ani~c~ ~p.!_o~mid~e.!_ 
Om na te gaan wat de invloeden zijn van het wassen van de uri.ne met de 
diverse organische oplosmiddelen bij de diverse pH waarden zijn de 
volgende proeven gedaan: 
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9. 2.1 ~x.E_rac.E_i~ ~an ie_ urine_b.!_j_p_!! .!_,1.!!:e.E_ ~t.!.!_y.!_a~e.E_a~tLe.E_her_(.!_: _!l 
Gevolgd door zuivering met de basische celitekolom. 
Resultaat: Hoewel de totale fractie erg schoon is voor HEX en DES is 
de stoorcomponent nog aanwezig. 
Schematische weergave van de proef: 
- 25 ml koeleurine - pH 1,5 met fosforzuur 85% 
- extractie van de glucuroniden met ethylacetaat/ether (1:1) 
- organische fase filtreren over glaswolprop en indampen 
- indamprest opnemen in acetaatbuffer 0,2 H pH 4,8 (bij af~o1ijkende pH 
de oplossing op pH 4,8 brengen met kaliloog 0,3 N) 
- enzymatische hydrolyse (Helix pomatia) 
- etherextractie - Na 2co3-wassing - ether afdampen - indamprest opne-
men in 2 ,5 ml isooctaan-tolueen 
- basische celitekolom (2 g celite + 1,5 ml KOH) 
standaarden DES, HEX toevoegen 
- extract op de kolom brengen 
-kolom naspoelen met 25 ml isooctaan-tolueen (1:1) 
- elutie van de estrogenen met 60 ml w.w. ether 
- fracties uitvangen van elk 10 rul 
- ook van duplo monsters totale fractie uitvangen 
- HPTLC ·~ I ~ II Spr A 
Resultaat: De totale fractie, die is uitgevangen bij de elutie met 
ether, is goed schoon voor HEX en DES. De stoorcomponent is echter 
nog aanwezig . 
9. 2. 2 ~x.E_rac.E_i~ van ie_udne_b.!_j_p_!! .!_,1 ~e.E_ ~thy.!_a~e.E_a~tLe.E_h~r-(.!_:..!2_ 
~e~olgiio~r_z~i~e~ing_m~t_d~~i~z~l~e.!_k~lom_e~~a~i~c~e_c~l.!_t~k~lorn 
Resultaat: De totale fractie blijkt erg schoon voor HEX en DES. 
Schematische weergave van de proef: 
- 25 ml urine - pH 1,5 met fosforzuur 85% 
- extractie van de glucuroniden met ethylacetaat/ether (1:1) 
- organische fase filtreren over glaswolprop en indampen 
- residu opnemen in 5 ml acetaatbuffer 0,2 m (met 2 N NaOH - pH 4,8) 
- enzymatische hydrolyse (Helix pomatia) 
- ether extractie - Na2co3- wassing - ether afdampen 
- indamprest opnemen in 1 rol tolueen/ethylacetaat 85:15 
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- kiezelgelkolom (3,5 g) eluens tolueen/ethylacetaat 85:15 
- fractie 6,5-16 ml uitvangen (DES en HEX) 
- tolueen-ethylacetaat afdampen 
- residu opnemen in 1 ml w.w.ether 
- basische celitekolom (2 g celite + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
eluens \olatergewassen ether 
- fractie 7- 50 ml 
- ether afdampen, residu opnemen in 200 ~1 aceton 
- HPTLC t I ._" II Spr A en n 
Resultaat: De fractie is erg schoon na zure voorextractie gevolgd 
door kiezelgelkolom en basische celitekolom. 
9.2.3 ~e~g~l!J~end~ ~roei:_w~l_oi~i~t_z~r~ ~o~r~x~rac~i~,_vooraf­
_aaande_a~n_d~È_y~rolzs!:__ae~olgiio~r_z~i~e..!:_iE_g_d~o.!_ miid~l_v~n_d~ 
basische celitekolom 
Resultaat: Er blijkt geen verschil in zuiverheid van het extract. 
Schematische weergave van de proef: 
9.2.3.1 9.2.3.2 
- 25 ml urine - 25 ml urine + azijnzuur 4 M 
pH 1,5 met fosforzuur - pH 4,8 
- ethylacetaat/ether (1:1) extractie 
- organische fase indampen, residu 
opnemen in 25 ml buffer pH 4,8 
- enzymatische hydrolyse - enzymatische hydrolyse 
9.2.3.1 en 9.2.3.2 
- etherextractie - Na2co3- wassine - ether afdampen - residu in 1 ml 
w.w. ether 
- standaarden HEX, DES en DE en Trenbolon toevoegen (100 ng) 
- basische celitekolom (2 g celtte + 1,5 ml KOH) 
- fractie 0-7 
- fractie 7-50 
- HPTLC Î I """">I I Dipreagens A (fractie 0-7) 
Dipreagens B (frac tie 7- 50) 
Resultaat: De extracten, verkregen volgens methode 9.2.3.1 blijken 
niet schoner dan die extracten verkregen volgens methode 9.2.3.2. 
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9.2.4 l.!_e.E_~a~s~n_van_d~~r.!_n~~e.!_~t~y.!_ace.E_a~t.:.d.!_e.E_hyl~t~e.!_ _{_1_:_1lJ..b..!.i 
E_H_ 8_!_9l,_voord~t_d~ ~yirolys~ E_l~a.E_s~ind.!_ 
Proefopzet: vamqege het feit dat de vdje estrogenen bij pH 8,9 met 
ethylacetaat- ether (1:1) uit de urine worden gewassen is bij deze 
proef uitgegaan van DES-monoglucuronide. Zowel de ether- als de 
waterfasen zijn verder opgewerkt. 
Schematische weergave van de proef: 
- 25 ml urine + 100 ng DES (als DES-monoglucuronide) 
-urine wassen met 50 rul ethylacetaat/ether (1:1) 
9.2.4.1 9.2.4.2 
- ~qaterfase - organische fase 
- urine op pH 4,8 brengen - ethylacetaat/ether afdampen 
- enzymatische hydrolyse - residu opnemen in 25 ml 
acetaatbuffer pH 4,8 
- enzymatische hydrolyse 
- etl1erextractie - Na 2co3-wassing - ether afdampen - residu in 1 ml 
ether 
- basische celitekolom (2 g celite + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
- fractie 0-7 
- fractie 7-50 
- HPTLC tI-') III (voor de fracties 0-7) Spr A 
tI~ II (voor de fracties 7-50) dipreagens B. 
Resultaat: In de fracties van 7-50 van de waterfase en in de frac-
ties 7-50 van de organische fase '"as duidelijk DES te herkennen. 
Hieruit blijkt dat DES- glucuronide in de urine met de ethylacetaat/ 
ether ~<lassing gedeeltelijk overgaat in de organische fase. Er is dus 
sprake van een verlies. 
Het urineextract is ~qel schoner als de volledige procedure wordt 
toegepast. De store nde component blijkt aanwezig in de urineextrac-
ten, afkomstig van de waterfase. 





Schematische weetgave proefopzet: 
urine (+ IES G) 
V\ 100 ~JES 





















- urinemonster al dan niet op pH 7,0 brengen met azijnzuur 2 M 
(+ 5 ml fosfaatbuffet pH 7,0) 
\.raterfase 
organische 
\.raterfase Î 8 
organische fas~ 
- urine(monster) wassen met 50 rul ether resp. ethylacetaat/ethet (1:1) 
- watetfasen: - pH 4,8 - enzymatische hydrolyse 
- organische fasen: organisch oplosmidde l afdampen 
- residue opnemen in 25 ml buffer pH 4,8 
- enzymatische hydrolyse 
- etherextractie (na enzymatische hydrolyse) - Na 2co3-wassing 
- ether afdampen - residu in 1 ml ether 
- basiche celitekolom (2 g celite + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
- fractie 75-42 ml uitvangen 
- liPTLC tI 4 II Dipreagens B 
Resultaat: Stotende component verdwijnt wannee r de urine bij pH 7,0 
wordt gewassen met ethylacetaat/ether (1:1) resp. ether. 
- Er is geen verschil in zuiverheid tussen ethylacetaat/etherwassing 
en etherwassing. 
- Wel verschil in 1·esultaat tussen extracten verkregen met wassing 
bij pil 7,0 en pH 9,3. 
9. 2 . 6 ..Q_e_ext.!_a~t~n...!... ~etk.E_egeE_ E_nde.!_ .2_ ·~ ·2 !_i_j_n_ook_geana_!_y~e~ti ~e.!_ 
.!?_e~u..!_p_v~n_RIA 
Et is een hoeveelheid extract, overeenkomend met 0,1 ml urine is 
onderzocht. 














































liet is vreemd dat met behulp van dunnelaagchromatografie en RIA geen 
DES wordt gevonden in het positieve monster (het te verwachten gehalte 
is± 4 ppb) . Zie opmerking onder 9.2.7. 
9 . 2. 7 ~e~e_pro~f_i_! ~en ~ede~l!_e.!_ij_ke ~erhal.!_n~ ~an .e_roe!_ .2_·~:1 
De invloed nagaan van het wassen van de urine met ethylacetaat/ether 
(1:1) bij de pH \•marde van de urine(± 9,3). De analyse van DES is 
geschied in samenwerking met RIA. 
Het doel is na te gaan of DES, dat in de positieve urine aanwezig is, 
teruggevonden wordt in de waterfase resp. organische fase . 
Proefopzet (Urine gebruikt die met RIA positief bevonden is op DES -
i: 2 ppb niveau). 
- 25 ml urinemonster (in duplo) 
- enzymatische hydrolyse 
(op!. III) 
- 25 ml urinemonster (in duplo) 
- urine wassen met ethylacetaat/ 
ether (1:1) 
- organische fase afdampen, residu 
opnemen in 25 ml acetaatbuffer 
pH 4,8 
- enzymatische hydrolyse (opl. I) 
- waterfase 
- enzymatische hydrolyse (opl. II) 




- basische celitekolom (2 g celite + 1,5 ml KOH 0,3 N) 
- fractie 7- 50 ml - ether afdampen 
- residu opnemen in 25 ml aceton 
voor RIA onderzoek 100 111 (u, 100 111 urine) 
- HPTLC - 10 ml aceton afdampen - extract op HPTLC- plaat 
1' I ~ II dipreagens B. 
Resultaat: 
HPTLC - op geen der plaatjes is DES waargenomen 
RIA - in extract I - afkomstig van organische fase 1,0 ppb (duplo 1,55) 
in extract II - afkomstig van waterfase 0,1 ppb (duplo 0,45) 
in extract III - afkomstig van urine zonder voorwassing 
1,35 ppb (duplo 1,45) 
Het uitgangsmateriaal (een met runderurine doorverdund monster) 
bevatte, onverdund ± 5 ppb DES, geanalyseerd met RIA. 
Aanvullend onderzoek heef t opgeleverd dat het monster een flinke hoe-
veelheid hexestrol bevatte doch geen DES. 
Doordat met HPTLC in eerste instantie het dipreagens alcohol-zwavel-
zuur was gebruikt was hexestrol op de plaat niet zichtbaar . 
9 . 3 Conclusie 
Hoewel in een enkel geval is gebleken dat het extract zuiverder wordt 
als de urine voor de hydrolysesta p wordt gewassen met diethylether/-
ethylacetaat (1:1) (zie experiment 9.2.5) heeft zelfs deze voorzuive-
ring niet de voorkeur. De analyseprocedure wordt er door verlengd ter-
wijl grote verliezen kunnen optreden . 
Zonder deze voorzuiveringen werden ook goede resultaten verkregen , zodat 
is besloten hiervan geen gebruik te maken. 
10. Het gebruik van tolueen-isooctaan (1+1) en w.w.ether bij de 
basische celitekolom 
Volgens de methode Verbeke wordt het urineextract met tolueen-iso-
octaan (1+1) op de celitekolom gebracht. De kolom wordt vervolgens 
gespoeld met een hoeveelheid tolueen-isooctaan (1+1) waarna de estro-
genen met \Y'aterge\v-assen ether van de kolom gehaald \Y'orden. 
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Het is een feit dat door deze manier van chromatograferen extra inter-
fererende componenten van de kolom gehaald worden. De andregenen 
(waaronder trenbolon) worden met tolueen- isooctaan meegevoerd . Bij 
gefractioneerd werken met de basische celitekolom blijkt dat veel 
andregenen in de fractie 0-7 ml ether aanwezig zijn. Het maakt echter 
geen verschil of een extract met 2,5 ml tolueen-isooctaan of met 2,5 
ml ether op de kolom wordt gebracht als daarna met w.w. ether wordt 
geelueerd. 
11. Zirconylnitraat als fluorescentie reagens 
11. l .!_n_!e.!_d.!_n~/~l~eE!_een 
Zirconylcl1loride (Zr0Cl2), - sulfaat (Zroso4) en - nitraat (ZrO(N03) 2) 
hebben volgens Segura (1981) een positieve invloed op de fluorescentie 
reactie van de estrogenen (o.a. estriol, estradial en estron). Omdat 
ook DES, HEX en DE wel tot de estrogenen gerekend '"orden is het 
interessant na te gaan of het zirconylzout hierop ook een positieve 
uitwerking heef t. 
De gevoeligheid op de HPTLC-plaat zou voor de estrogenen in het hoger 
picogram be reik liggen. Segura heeft diverse zouten getest op bruik-
baarheid voor de fluorescentie reactie met de estrogenen (zie tabe l 1) 
(Segura J. of c . 217 (1981) 332) . 
Table 1 























zrocl2 . 4H2o 
ZrF4 
zro(No3) 2 .H2o 
ZrP2o7 
ZrO(S04)H2so4 . 3H20 
- 30 -
- 30 -
Estriol, estradlol en estron blijken door de behandeling van een 
sproeireagens, waarin een zirconylzout is opgelost, omgezet te worden 
in een verbinding die op de HPTLC-plaat sterk geel fluoresceert. Als 
zirconylzouten zijn goed te gebruiken: zirconylsulfaat, -chloride en 
-nitraat. Het beste effect zou zirconylchloride geven op de 
fluorescentie reactie, dan resp. het sulfaat en het nitraat. 
In dit artikel (Segura 1981) worden nogal wat behandelingsmethoden 
genoemd. Na besproeien met een waterige oplossing van het zirconylzout 
worden de llPTLC-plaatjes verwarmd bij 120-180°C gedurende 5-60 min 
afhankelijk van het type adsorbent en de structuur van de te onder-
zoeken component. Ook zou het mogelijk zijn de HPTLC-plaatjes vooraf 
te behandelen met een zirconylzoutoplossing. 
11. 2 !X.E_e.E_i~eE_ten_ met_ e!:_n_ z.!_ r~ony.!_n.!_ t.E_a~top.!_oE_s.!_njt 
Een HPTLC kiezelgelplaatje is vooraf gedipt in een \o7aterige oplossing 
van zirconylnitt'aat (5% en gedt'oogd bij 60°C) . Op een klein, onbescha-
digd gedeelte is de volgende pt'oef gedaan: 
opgebracht zicht baat' 
zonder verwarmen 
na 5 min verwarmen na 15 min ven.;rarmen 
(10, 20, 30 en 40 ng) 
estradial 10 ng (geel) 
estron 10 ng (geel) 
DES 
DE 10 ng (z\.;r.geel) 
HEX 
t renbolon 10 ng 
De resultaten bett'effende estton en estradlol komen overeen met de 
gegevens uit de publicatie; dat wil zeggen estradlol is duidelijket' 
\.;raar te nemen dan estron . Dat dienestrol ook zichtbaar zou \Wrden \ms 
niet bekend. Later zal blijken dat de waargenomen gele fluorescentie 
van dienestrol afkomstig is van het afbraakprodukt van dienestrol dat 
hiel." ook aanwezig was. 
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Bij de volgende proef zijn DES, HEX, DE en estradlol in één oplossing 
op twee verschillende HPTLC-plaatjes gebracht. Na tweedimensionale 
dunne laagchromatografie met als loopvloeistoffen I en 
plaatjes behandeld met resp.: 
II zijn de 
a . bes proe ien met zirconylnitraatopl. (5% in water) en 5 min verwarmen 
bij 180°C 
b. dippen in een mengsel van zwavelzuur-alcohol (2,5 + 47,5) + 1 gram 
zirconylnitraat en 5 min verwarmen bij 180°C. 
Resultaat: 
Het resultaat van b is slecht. Op plaatje 6 fluoresceren DES en HEX 
donkerblau'"· DE is niet waarneembaa r, het afbraakprodukt van DE 
fluoresceert geel en estradlol ook geel. Tot op heden was het 
afbraakprodukt van DE nam-leli jks zichtbaar t e maken met de gebruikte 
sproei- r esp. dipreagentia; Deze verbinding was a l s een donkerblam'le 
vlek waar te nemen. Nu kan dan ook deze component zichtbaar gemaakt 
worde n op de HPTLC-plaat. 
11. 3 Conclusie 
De reactie met zirconylnitraatoplossing als sproeireagens bij de dun-
nelaagchromatografie blijkt goed te voldoen voor onder andere estron 
en 17 B- estradiol, doch deze gevoeligheid werd a l bereikt bij het 
sproeireagens azijnzuuranhydride-z,'lavelzuur (47,5+2,5). Het afbraak-
produkt van dienestrol kan op deze manier goed zichtbaar gemaakt wor-
den op de dunnelaagplaat. 
12. Sproei- en dipreagentia die gebruikt worden bij de f luorescentie-
reactie op de HPTLC- plaa t 
Tijdens dive rse proeven zijn sproei- en dipreagentia uitgeprobeerd voo r 




anabolicrnl/ reagens dip/sproei tempera- tijd kleur 
hornoon tuut °C (min) 
DES alcohol 96%/zwavelz. (95+5) dip % 10 t'Ose/rood 
HEX * azijnzuuranhydride/zwavelz. (95+5) sproei/dip % 10 groen 
DE alcohol/ zwavelzuur (95+5) dip % 10 rose/rood 
trenholon alcohol/ zwavelzuur (95+5) dip 20 geel/groen 
azijnzuuranhydride/zwavelz. (95+5) dip % 10 l- bl811\'l 
zeranol o-fosforzuur/water (1+2) sproei 120 15 groen 
17 ~-estradiol alcohol 96%/zl~velz. (95+5) dip % 10 geel 
estdol alcohol 96%/zwavelz. (95+5) dip % 10 geel 
estron alcohol 96%/~velz. (95+5) dip % 10 geel 
of 
zeranol o-fosforzuur/ethanol (1+2) sproei 120 10 groen 
17 ~-estradiol zlrconylnitraat (5% in '~ter) sproei 120 5 geel 
estrlol zirconylnitraat (5% in w:1ter) sproei 120 5 geel 
* Het is van groot belang voor de fluorescentie reactie dat er geen 
residuen van de loopsystemen op de dunnelaagplaat achterblijven 
voordat de plaat wordt behandeld met het sproei- c.q. dipreagens. 
13. Bereidingswijzen van de basische celite 
13. 1 .!_n_!_e.!_d.!_ ng 
In dit hoofdstuk wordt een samenvatting gegeven van de gevolgen van 
het (niet) goed bereiden van de basische celite(kolom) . Het was al 
bekend dat verschuivingen van de fractie (voor DES) veroorzaakt kan 
worden door de hoeveelheid gebruikte kaliloog - DES komt later van de 
kolom wanneer er meer kaliloog in de celite is verwerkt. 
Bij de diverse proeven is de basische celite op steeds dezelfde manier 
gemaakt. Ook met twee hoeveelheden van het toegevoegde kaliloog is 
geexperimenteerd. 
13 . 2 ~erk~i.J.z~ 
De diverse bereidingswijzen en de daarbij behorende resultaten zijn in 
een schema samengevat. Als standaarden zijn HEX en DES en in sommige 
gevallen ook DE gebruikt. 
Zie voor uitgebreide informatie blz. 35 

















- DES en HEX komen eerder van de kolom naarmate de basische celi.te 
ouder wordt. De scheiding tussen DES en HEX wordt dan ook slechter. 
- Bij bereiding van kleine porties celite zijn er grote spreidingen te 
verwachten. 
- De bereiding van de celite in een plastic monsterpotje heeft een 
zeer ongunstige invloed op de basische celite. 
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1e oplage (herzien) (1983-02-15) 
Het aantonen van hexestrol , diethylstilbest rol en dienestrol in 
runderurine met behulp van dunnelaagchromatografie 
1. Toepassingsgebied 
Een bevestigingsmethode voor de aanwezigheid van hexestrol, diethyl-
stilbestrol en dienestrol op ~g/1 niveau met behulp van dunnelaag-
chromatografie (HPTLC). 
2 • Pt'i nci pe 
De in de urine aanwezige stilbeenderivaat, -glucuroniden en 
-sulfaten worden met behulp van B-glucuronidase-arylsulfatase (Helix 
pomatia ) gehydrolyseerd en vervolgens met diethylether uit de urine 
geextraheerd. De diethyletherlaag wordt gewassen met een natriumcarbo-
naatoplossing en met water en vervolgens gedroogd over natriumsulfaat. 
Na indampen "~>70rdt het residu opgenomen in met water gewassen ether en 
over een basische celitekolom gebracht. Hexestrol, diethylstilbestrol 
en dienestrol worden in drie afzonderlijke fracties uitgevangen en 
opgebracht. Na tweedimensionale chromatografie worden de HPTLC-platen 
met zuur behandeld en beoordeeld bij 366 nm. Hexestrol fluoresceert 
groen-geel, diethylstilbestrol en dienestrol fluoresceren rose-rood. 
3. Reagentia 
De reagentia zijn van p.a. -kwaliteit , afkomstig van E. Herck 
(Darmstadt, B.R.D.), tenzij anders vermeld . 
3.1 Celite 545, Johns-Manville, Denver, Colorado 80217, U.S.A. 
3.2 HPTLC iertigplatten kieselgel 60, Merck 5631, 10 x 10 cm. 
3.3 Gedemineraliseerd l'later. 
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3.4 Diethylether, vrij van peroxide. 
3.5 Chloroform. 
3. 6 Ethanol. 
3.7 Tolueen . 
3.8 Hexaan. 
3.9 Dichloorme thaan. 
3.10 Azijnzuuranhydride. 
3.11 Zwavelzuur 96%. 
3.12 Azijnzuur, 4 mol per liter . 
3.13 Natriumcarbonaat waterige oplossing , 100 g Na2co3 per liter. 
3.14 Kaliloog, 0,30 mol kaliumhydroxide per lite r water. 
3.15 Loopvloeistof I: chloroform-ethanol-tolueen (45+2+5). 
3.16 Loopvloeistof II: hexaan- diethylether- dichloormethaa n (20+15+10). 
3 .17 "Dip"- reagens, azijnzuuranhydride-zwavelzuur (47,5+2,5) . 
3.18 "Dip"-reagens, ethanol-zwavelzuur (47,5+2,5). 
3.19 Succus Helix pomatia (13 -glucuronidase-arylsulfatase) Merck 4114. 
Bewaren bij L, °C . 
3.20 Standaardoplossing: 
Diethylstilbes trol , 10 rog in 100 rol acetonitril. 
Dienestrol, 10 rog in 100 rol acetonitril . 




Diethylstilbestrol en hexestrol werden verkregen bij: ICN Pharma-
ceuticals, inc . Plainview, N.Y . , U. S.A . 
Dienestrol werd verkregen bij : Koch-Light Laboratorles Ltd. Coinbrook 
Bocks, England. 
3. 21 Glas~wl . 
3 . 22 Stikstofgas. 
3 . 23 Natriumsulfaat, watervrij . 
3 . 24 Basische celite (voor 8 kolommen) 
Breng in een polytheenfles van 250 ml 10 rul kaliloog 0,3 N en voeg 
hierbij in kleine porties 16 g celite (3.1) zodat eerst een slurry 
ontstaat. Meng goed, voeg opnieuw celite toe en meng opnieuw. Herhaal 
de procedure totdat al de celite me t de kaliloog is vermengd. Breng 
stikstofgas op de basische celite en sluit de fles af met een schroef-
dop. Gebruik de basische celite zo mogelijk na 1 nacht staan. 
Controleer voor gebruik de basische celite door 3,25 g hiervan in een 
elazen kolom (4 . 1) te brengen waarin zich w. w. e ther en een glaswol-
propje bevinden. 
Maak gebruik van een geperforeerd stampertje om een kolomhoogte te 
verkrijgen van ± 8 cm . Laat de overmaat van de watergewassen ether van 
de kolom lopen . Breng hie rop 1 ml watergewassen e ther waarin 100 ng 
van de standaarden DES en HEX zijn opgelost. Elueer met een snelheid 
van ± 2 druppels/3 sec . en spoel de wand van de kolom na met 2 x 1 ml 
watergewassen ether . Ze t de elutie voort met w. w. ether en vang frac-
ties van 5 ml in cultuurbuisjes van 15 ml tot in totaal 50 rul 
wate rgewassen ether door de kolom heef t gelopen . Damp de ether af met 
behulp van stikstof en los het residu op in 200 l-Il aceton. Breng een 
gedeelte van het extract op de HPTLC-plaat. Plaats de plaat in een 
tank met loopvloeistof I en laat chromatograferen. Besproe i met 
sproeireagens (3.17) nadat de plaat gedroogd is en verwarm gedurende 8 
min bij 96°C. Beoordeel de plaat bij UV 366 nm en noteer in welke 
fracties HEX en DES aam.,rezig zijn. 
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4. Apparatuur 
4.1 Chromatografiekolom met bovenaan een verbreding en met kraanstuk, 
inwendige doorsnede 0,9 cm en hoogte 17 cm (exclusief verbreding). 
4.2 Dunnelaagchromatografische uitrusting: chromatografietanks, 
sproeiverstuiver, glazen "Dip"-bak, microspuitje van 10 ).11 en 
s proefkabinet. 
4.3 Droogstoof. 
4.4 Transilluminator met bodemplaatverlichting, golflengte 366 nm en 
met polaroid fotocamera (600 ASA polaroid kleurenfilm). 
4.5 Haterbad. 
4.6 Polytheenfles met schroefdop (250 ml). 
4.7 Cultuurbuisje met plastic dop (15 ml). 
5. Bewaarcondities van de urine 
De urine dient bij een temperatuur van -20°C bewaard te worden, bij 
voorkeur in een polytheen fles, om bacterieel bederf tegen te gaan . 
6. Herkwijze 
6.1 Veiligheidsmaatregelen 
Het "dippen" van de chromatografieplaten dient te gebeuren in een 
zuurkast. 
6.1.1 Glaswerk 
Leg het glas~~erk (met uitzondering van de cultuurbuisjes) tenminste 12 
uur in 4 N salpeterzuur. Spoel het glaswerk achtereenvolgens met 





6 . 2 Hydrolyse 
Breng 25 ml van het gehomogeniseerde urinemonster in een erlenmeyer 
(over glaswol) van 100 ml en voeg hierbij 10 ml gedemineraliseerd 
water (3 . 3) en 50 ~1 helix pomatia (3 . 19) . Breng de urine met behulp 
van azijnzuur 4 m ( 3 . 12) op pH 4,8 ~ 0,2. Plaats de erlenmyer in een 
l'laterbad van 37°C en laat gedurende 4 uut· hydrolyseren . Koel het 
mengsel af in een ijsbad. 
6 . 3 Extractie 
Breng het afgekoelde mengsel over in een scheitrechter van 250 ml en 
spoel de erlenmeyer na met 50 ml diethylether (3 . 4). Breng de ether in 
de scheitrechter en schud gedurende 2 minuten krachtig. Verwerp na 
scheiding de waterige laag. Was de diethyletherfase achtereenvolgens 
met 2 x 10 ml natriumcarbonaatoplossing (3 . 13) en 1 x 10 ml demiwater . 
Verwerp steeds de waterige fase, filtreer de diethylether over 
natriumsulfaat (3.23) en vang de l'latervrije diethylether op in een 
erlenmeyer van 100 ml. Damp de diethylether af met behulp van 
stikstofgas (3.22) in een waterbad van 40°C, zodanig dat de afgedampte 
ether wordt opgevangen met behulp van een koude val . Breng de 
indamprest met behulp van ether in een cultuurbuisje van 15 ml en damp 
opnieuw in tot droog. 
6 . 4 Zuivering 
Breng in de kolom een glaswolpropje (3.21) en vul de kolom met met 
water gewassen diethylether . Breng 3,25 g celite (3.24), met behulp 
van een stampertje, in laagjes op de kolom zodat een hoogte van ca. 
t 8 cm wordt bereikt. Los het residu, verkregen na afdampen van de 
diethylether, op in 1 ml met water gewassen diethylether en bt·eng het 
extract op de kolom . Laat het eluens tot juist boven de celite aflo-
pen. 
Elueer verder aan de hand van het schema verkregen bij 3.24. Vang de 
fractie > 10 ml op in stoperlenmeyertjes van 50 rul. 
Damp de diethylether af met behulp van stikstof (40°C) op zodanige 
wijze dat de ether opgevangen wordt met een koude val. Los het even-
tueel aan de glaswand zittende residu op in 200 ~1 aceton . Breng 
stikstof boven de oplossing en sluit de cultuurbuis af met een plastic 
dopje. Meng intensief met de wirl-mix . 
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6 5 Dunnelaagchromatografie 
Breng op drie verschillende HPTLC-platen, op 1 cm van de onderkant en 
1 cm van de rechterzijkant, met een microspuitje 50 ~1 van de drie 
extracten afzonderlijk op. Streef hie rbij naar zo klein mogelijke 
spots. Breng op dezelfde hoogte en 1 cm van de linkerzijkant en tevens 
in de rechterbovenhoek op 1 cm van de boven- en rechterzijkant 0,2 ~1 
bijbehorende s tandaardoplossingen (3.20) op . Breng de platen in een 
chromatografietank met loopvloeistof II (3.16) en laat chromatogra-
feren totdat het vloeistoffront de bovenzijde van de platen heef t 
bere ikt. Chromatografeer in het donker en laat de plate n drogen. Draai 
de platen een kwartslag r echts en breng deze in een chromatografietank 
met loopvloeistof I (3 . 15) . Chromatografee r tot 1 cm va n de boven-
zijde en laat de platen drogen. 
Rf ~rde in loopsysteem fluorescentie- Aantoonbaad leidsgrens 
II I kleur in urine (J,Jg/l)l~ 
hexestrol 0,53 0,32 groen-geel 1 
diethylstilbestrol (trans) 0,57 0,3fl rose- rood 0,5-1 
diethylstilbestrol (cis) 0,33 0,21 rose-rood 0,5-1 
Dierestrol 0,50 0,30 rose- rood 0,5-1 
* Indien de betreffende component nie t gestoord l{Or dt. 
6.6 Detektie 
"Dip " de pla t en met daarop hexestrol met he t "dip"- reagens (3.17) en 
"dip" de platen met daarop diethylstilbestrol en dienestrol met het 
"dip"-reagens (3 .18). Verl{a rm de platen gedurende 8 minuten bij 96°C 
en beoordee l deze bij 366 nm. Indien een va n de drie stilheenderivaten 
in het monster aa nwezig is, is deze t e zi en als een fluorescerende 
vlek die zich bevindt op he t snijpunt van de lijnen di e get rokken wor-
den door de refere ntiestandaarden loodrecht op de bijbehorende 
looprichting van de desbetreffende standaarden. 
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